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Изучали изменение метаболитных профилей проростков Arabidopsis thaliana при переориентации рас-
тений относительно вектора силы тяжести (гравистимуляции) и влияние на этот процесс ингибиторов
синтеза этилена. Анализ метаболитных профилей арабидопсиса проводили методом главных компо-
нент. Показано, что гравистимуляция уже через 60 мин. инициирует существенные биохимические
перестройки, которые были наиболее выраженными в 2-мм кончиках корней, включающих корневой
чехлик, меристему и зону растяжения. В условиях гравистимуляции в кончиках корней возрастало со-
держание валина, лейцина, серина, γ-аминомасляной кислоты, никотиновой кислоты и снижалось
содержание некоторых моносахаридов, а также малата и оксалата. Обработка ингибитором синтеза
этилена аминоэтоксивинилглицином (10–5 М) нивелировала эффект гравистимуляции на метаболом
кончиков корней. Выявленные перестройки метаболома указывают на участие фитогормона этилена
в перестройках метаболома арабидопсиса в ходе гравитропической реакции.
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ВВЕДЕНИЕ
Наиболее важным поляризованным внешним

фактором для растительных организмов является
гравитация, поскольку направление и величина
гравитационного стимула в каждой конкретной
точке пространства практически не изменяется в
течение всего онто- и филогенеза растений. По-
этому естественно, что растительные организмы
сформировали тонкие механизмы, благодаря ко-
торым они могут контролировать и корректиро-
вать положение своего тела относительно вектора
силы тяжести, создавая новые оси полярности [1].

В нормальных условиях побеги направлены
вверх (отрицательный гравитропизм), а корни
устремлены вниз (положительный гравитро-
пизм). В корнях рецепция силы тяжести локали-

зована в статоцитах – клетках колумеллы цен-
тральной части чехлика, которые содержат ами-
лопласты, обладающие высокой плотностью и
выполняющие функцию статолитов [2]. Транс-
дукция гравитационного сигнала приводит к
асимметричному ростовому ответу. Он реализу-
ется благодаря изменениям в экспрессии генов,
активности протеома, приводящих к изменению
уровней низкомолекулярных метаболитов. По-
этому наряду с данными транскриптомики и про-
теомики, метаболомика может охарактеризовать
всю совокупность низкомолекулярных соедине-
ний в растении и дать функциональную характе-
ристику ответа на изменение положения в поле
силы тяжести. Однако реальное применение ме-
таболомного подхода в изучении гравитропизма
задержалось из-за методических ограничений [3].

Так, низкомолекулярные соединения могут
быть вовлечены в гравитропические реакции уже
на этапе рецепции и трансдукции сигнала. Фос-
фолипиды и продукты работы фосфолипаз [4]
участвуют в высвобождении ионов кальция из
внутриклеточных депо и в регуляции клатрин-за-
висимого эндоцитоза. Спустя несколько минут
после отклонения растения от вектора силы тя-
жести PIN3 переносчики (PIN-FORMED 3, инте-
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гральный белок мембраны – транспортер аукси-
на) оказываются сосредоточенными на нижней
части плазматических мембран клеткок колумел-
лы [5], и поток ауксина перенаправляется вдоль
новой оси полярности. В ходе развития ростового
ответа можно ожидать изменение уровня метабо-
литов, имеющих отношение к сигналингу и регу-
ляции осмотического давления, что опосредует
дифференциальный рост и формирование гра-
витропического изгиба. Работы, в которых были
измерены уровни отдельных метаболитов, в
первую очередь фитогормонов и коньюгатов
ИУК, уже были проведены [6]. Однако первым и
пока единственным исследованием, в котором
метаболомный подход был применен для изуче-
ния целого комплекса соединений первичного
метаболизма в ходе гравитропической реакции
растений, является работа Millar и Kiss [7]. В этой
работе изучали изменение метаболитных профи-
лей целых проростков арабидопсиса после 24 ч
гравистимуляции и обнаружили, что после пере-
ориентации растений в пространстве уровни глю-
козы и фруктозы возрастали, а содержание сахаро-
зы снижалось, кроме того, были отмечены измене-
ния уровней ряда аминокислот и жирных кислот.

Помимо ауксина, в гравитропическую реак-
цию вовлечены цитоскелет, ионы Са2+, Н+ и К+,
Rho ГТФазы (мономерные регуляторные ГТФ-свя-
зывающие белки), а также другие фитогормоны [1,
4, 8]. Известно, что фитогормон этилен замедляет
растяжение клеток и, таким образом, может влиять
на гравитропическую реакцию растений [9].
Д.Н. Нелюбов в 1901 г. впервые показал, что т.н.
“тройной ответ” у растений – изменение ориен-
тации роста стебля (с вертикальной на горизон-
тальную), торможение роста стебля в длину и его
утолщение – вызывается обработкой этиленом
[10]. С тех пор прошло уже 115 лет, но роль этиле-
на в формировании гравитропического изгиба до
сих пор не понятна.

Метаболомный анализ зарекомендовал себя
как эффективный методологический подход,
позволяющий выявлять биохимические измене-
ния, происходящие в растительном организме в
ответ на действие внешних и внутренних факто-
ров [11, 12]. Поэтому в настоящей работе мы при-
менили метаболомный анализ для изучения мета-
болических перестроек, которые могут возникать
в ходе гравитропической реакции растений ара-
бидопсиса, и исследования роли этилена в этом
процессе.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объект исследования и условия выращивания.

Объектом исследования служили 7-суточные

проростки растений Arabidopsis thaliana (L.)
Heynh, экотип Columbia 0. Растения выращивали
в стерильных условиях на твердой минеральной
питательной среде, разбавленной вдвое (МС/2,
M0222, “Duchefa”, Нидерланды) и содержащей
1% (масс./об.) сахарозы (“Химреактив”, Россия)
и 0.35% (масс./об.) фитогеля (“Sigma-Aldrich”) в
вертикально ориентированных чашках Петри
125 × 125 × 17 мм (“Greiner Bio-One”, Германия),
три ряда по 12 проростков в каждом. Семена стра-
тифицировали в темноте в течение 1 суток при
+4°C, после чего перемещали в климатическую
камеру MLR-351 (“Panasonic”, Япония) при
16-часовом фотопериоде (флуоресцентные лам-
пы FL40SS-W/37, 5000 лк) и температуре +20°C.

Гравистимуляция и обработка растений. По
пять проростков арабидопсиса помещали между
предметным и покровным (24 × 50 мм) стеклами
и погружали на 60 мин в 100 мкл 10–5 М раствора
АВГ (L-α-[2-аминоэтоксивинил]глицин) или
100 мкл 10–5 М салициловой кислоты в буфере
Tris/Mes (2 мМ / 4 мМ), рН 6.0. Контрольные расте-
ния помещали в такой же буфер. Стоковые раство-
ры (5 мМ) АВГ и салициловой кислоты готовили в
смеси вода/ДМСО (1:1) и хранили при –20°С (все
реактивы: Sigma-Aldrich, США). Гравистимуля-
цию растений осуществляли путем поворота
предметных стекол в вертикальной плоскости на
90° относительно вектора силы тяжести.

Пробоподготовка и анализ методом газовой хро-
матографии (ГХ-МС). Три предварительно взве-
шенных целых проростка или 25 отрезков кончи-
ков корней (2 мм) помещали в стеклянные виалы
для хроматографии, заливали 500 мкл (целые
проростки) или 200 мкл (кончики корней) 100%
метанола, раствор быстро доводили до кипения
для инактивации ферментов, и затем выдержива-
ли при +4° С в течение 7 суток для экстракции ме-
таболитов [12]. Метанольные экстракты высуши-
вали до состояния тонкой пленки в вакуумном
ротационном испарителе Eppendorf Concentrator
Plus (“Eppendorf”, Германия) в течение 1–2 ч. За-
тем метаболитные экстракты растворяли в 40 мкл
(из целых проростков) либо 20 мкл (из кончиков
корней) пиридина, содержащего 0.8096 мг/мл три-
козана (C23H48) в качестве внутреннего стандарта.
Триметилсилильные производные получали добав-
лением к раствору равного объема БСТФА/ТМС
(бис-триметилсилилтрифторацетамид : триме-
тилхлоросилан, 99 : 1, Supelco, Sigma-Aldrich,
США) при нагревании до 100°С в течение 15 мин;
1 мкл реакционной смеси использовали для ин-
жекции в газовый хроматограф. Анализ триме-
тилсилильных производных проводили с помо-
щью газового хроматографа Agilent 6850 GC,
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оснащенного автоматическим пробоотборником
Agilent G4513A и квадрупольным масс-селектив-
ным детектором Agilent 5975B VL MSD, как опи-
сано ранее [12]. Аналиты были разделены с ис-
пользованием неполярной капиллярной колонки
DB-5HT (5% фенилметилсилоксан, длина 30 м,
внутренний диаметр 250 мкм, толщина пленки
0.1 мкм, J&W Scientific, США). Деконволюцию
масс-спектров и идентификацию метаболитов
выполняли в программном обеспечении AMDIS
2.71 (http://chemdata.nist.gov) с использованием
баз данных NIST/EPA/NIH 11 Mass Spectral
Library (http://www.nist.gov/srd) и пользователь-
ской библиотеки AMDIS, созданной на кафедре
физиологии и биохимии растений СПбГУ [13].
Расчет индексов удерживания проводили также в
AMDIS на основании данных по времени выхода
нормальных алканов C8–C38. Аннотирование пи-
ков на хроматограммах и измерение относитель-
ного содержания аналитов выполняли в програм-
ме UniChrom 5.09.1034 (www.unichrom.com). Для
оценки относительной концентрации метаболи-
тов использовали площадь пика, аннотированно-
го в UniChrom.

Статистическая обработка результатов. Экспе-
рименты проводили в 3–4-х кратных биологиче-
ских проворностях. Обработку данных метаболит-
ных профилей проводили методом главных ком-
понент (МГК) с помощью пакета прикладных
программ MATLAB R2014a (http://www.mathworks
.com). В процессе применения МГК происходит
уменьшение размерности данных, что позволяет

отобразить многомерные данные на 2–3-мерной
поверхности и тем самым делает их доступными для
восприятия. В итоге каждое наблюдение, содержа-
щее информацию о проанализированных метабо-
литах, оказывается представленным в виде един-
ственной точки в двумерном пространстве глав-
ных компонент. Матрицей данных для анализа
служили концентрации метаболитов, предвари-
тельно приведенные к единичной дисперсии с
помощью шкалирования по стандартным откло-
нениям. В табл. 1 приведен процент дисперсии,
объясненный главными компонентами 1, 2 и 3
(ГК 1, ГК 2, ГК 3), на рис. 1 и 2 показано распреде-
ление совокупностей низкомолекулярных метабо-
литов на плоскости в координатах ГК 1 и ГК 2.

Кратность изменения уровня метаболитов
(табл. 2, 3) вычисляли как логарифм по основа-
нию 2 от отношения среднего содержания соот-
ветствующего метаболита в экспериментальной
пробе к среднему содержанию этого метаболита в
контрольной пробе. Полученные результаты по-
казывают, во сколько раз содержание идентифи-
цированных метаболитов изменялось под действи-
ем гравистимуляции в целых проростках (табл. 2А)
или в кончиках корней (табл. 3А); обработки сали-
цилатом (табл. 2Б, В) или АВГ (табл. 3Б, В).

РЕЗУЛЬТАТЫ

На первом этапе работы анализировали содер-
жание низкомолекулярных метаболитов, экстра-
гированных из целых проростков A. thaliana.

Таблица 1. Процент дисперсии, объясненный главными компонентами 1, 2, 3 (ГК1, ГК2, ГК3 соответственно),
при сравнении метаболитных профилей 7-суточных проростков A. thaliana, обработанных салицилатом или ами-
ноэтоксивинилглицином (АВГ) 10–5 М (рис. 1, 2)

ГК1, % ГК2, % ГК3, %

Целые
проростки

Вертикальный рост/Гравистимуляция 76 18 5

Вертикальный рост/Вертикальный рост + салицилат 84 11 4

Вертикальный рост/Вертикальный рост + АВГ 95 4 1

Гравистимуляция/Гравистимуляция + салицилат 57 21 13

Гравистимуляция/Гравистимуляция + АВГ 80 12 8

Вертикальный рост + салицилат/Гравистимуляция + салицилат 56 22 12

Вертикальный рост + АВГ/Гравистимуляция + АВГ 86 10 3

2-мм
кончик корня

Вертикальный рост/Гравистимуляция 87 12 1

Вертикальный рост/Вертикальный рост + АВГ 85 13 2

Гравистимуляция/Гравистимуляция + АВГ 95 4 0.5

Вертикальный рост + АВГ/Гравистимуляция + АВГ 96 3 1
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Рис. 1. Влияние салицилата 10–5 М на метаболитные профили вертикально растущих и гравистимулированных 7-днев-
ных проростков Arabidopsis thaliana. На плоскости в координатах первой и второй главных компонент (ГК1 и ГК2) по-
казано распределение экспериментальных точек, соответствующих метаболитному профилю в каждой повторности.
Вертикально растущие и гравистимулированные путем поворота на 90° в вертикальной плоскости проростки A. thaliana
находились в буфере Tris/Mes (2 мМ / 4 мМ, рН 6.0; контроль) либо в том же буфере + салицилат 10–5 М. (а) – срав-
нение метаболитных профилей контрольных вертикально растущих и гравистимулированных растений; (б) – влия-
ние обработки салицилатом на метаболитные профили вертикально растущих проростков; (в) – влияние обработки
салицилатом на метаболитные профили гравистимулированных проростков; (г) – сравнение метаболитных профилей
вертикально растущих и гравистимулированных растений в условиях обработки салицилатом. Каждая модель построена
на основании анализа концентраций 51 метаболита. Процент объясненной дисперсии приведен в таблице 1. s – верти-
кальный рост; d – гравистимуляция; h – вертикальный рост + салицилат; j – гравистимуляция + салицилат.
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Рис. 2. Влияние аминоэтоксивинилглицина (АВГ) 10–5 М на метаболитные профили вертикально растущих и грависти-
мулированных 7-дневным проростков Arabidopsis thaliana. На плоскости в координатах первой и второй главных компо-
нент (ГК1 и ГК2) показано распределение экспериментальных точек, соответствующих метаболитному профилю в каж-
дой повторности. Вертикально растущие и гравистимулированные путем поворота на 90° в вертикальной плоскости
проростки A. thaliana находились в буфере Tris/Mes (2 мМ/4 мМ, рН 6.0; контроль) либо в том же буфере + АВГ 10–5 М.
(а) – сравнение метаболитных профилей контрольных вертикально растущих и гравистимулированных растений;
(б) – влияние обработки АВГ на метаболитные профили вертикально растущих проростков; (в) – влияние обработки
АВГ на метаболитные профили гравистимулированных проростков; (г) – сравнение метаболитных профилей верти-
кально растущих и гравистимулированных растений в условиях обработки АВГ. Каждая модель построена на основании
анализа концентраций 23 метаболитов. Процент объясненной дисперсии приведен в таблице 1. s – вертикальный рост;
d – гравистимуляция; h – вертикальный рост + АВГ; j – гравистимуляция + АВГ.
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В каждой хроматограмме был аннотирован
51 компонент, из которых 36 было идентифициро-
вано. Идентифицированные соединения включа-
ли аминокислоты, амиды, амины, органические
кислоты, сахара, спирты, жирные кислоты, фе-
нольные соединения, а также фосфорную кислоту
и метилфосфат. Неидентифицированные 15 со-
единений различали по индексам удерживания.

Влияние гравистимуляции на метаболитные 
профили проростков арабидопсиса

На рис. 1 а хорошо видно, что гравистимуля-
ция (поворот растений на 90° в вертикальной
плоскости) приводила к разделению метаболит-
ных профилей целых проростков вдоль оси ГК 1,
что объясняло 76% дисперсии (табл. 1). Т.е. пере-
ориентация проростков арабидопсиса относи-
тельно вектора силы тяжести уже через 60 мин
инициировала существенные биохимические пе-
рестройки, изменявшие их метаболитные профи-
ли. У гравистимулированных растений (табл. 2 А)
возросло содержание маннозы, стахиозы, этанол-
амина, аланина и снизилась концентрация ряда
жирных кислот (С18:0, С18:1, С16:0) и большин-
ства аминокислот.

Влияние салицилата на биохимические
изменения в проростках арабидопсиса

При изучении механизма действия этилена на
ростовые процессы часто используют ингибиторы
его синтеза − аминоэтоксивинилглицин (АВГ),
аминооксиуксусную кислоту, ризобитоксин, а
также эндогенное фенольное соединение – сали-
циловой кислоту [14, 15]. На рис. 1б–г показано
влияние салициловой кислоты на метаболитные
профили вертикально ориентированных и грави-
стимулированных растений арабидопсиса. В вер-
тикально ориентированных проростках в присут-
ствии салицилата содержание большинства мета-
болитов снижалось (табл. 2Б). Происходило
разделение совокупностей метаболитов вдоль оси
ГК 1 (рис. 1б), которая объясняла 84% дисперсии
(табл. 1). В условиях гравистимуляции под влия-
нием салициловой кислоты совокупности метабо-
литов также разделялись вдоль оси ГК 1 (рис. 1в).
Возрастало содержание стеариновой и пальмити-
новой кислот, уменьшался уровень валина, трео-
нина, серина, аспарагиновой и глутаминовой ами-
нокислот, а также амидов глутамина и аспарагина
(табл. 2В). Уровень объясненной дисперсии со-
ставлял 57% (табл. 1). Т.е. при гравистимуляции
действие салицилата на метаболом было выраже-
но слабее. Обработка салицилатом вертикально
растущих и гравистимулированных растений не

приводила к значимым различиям между метабо-
литными профилями (рис. 1 г).

Влияние аминоэтоксивинилглицина (АВГ)
на биохимические изменения
в проростках арабидопсиса

В качестве специфического ингибитора синте-
за этилена используют аминоэтоксивинилглицин
(АВГ), подавляющий реакцию образования пред-
шественника этилена – 1-аминоциклопропан-1-
карбоновую кислоту (АЦК) – из S-аденозилметио-
нина. Был проведен анализ низкомолекулярных
метаболитов в целых проростках арабидопсиса, об-
работанных АВГ 10–5 М. В каждой хроматограмме
было аннотировано около 30 компонентов, из ко-
торых 21 идентифицирован. Идентифицирован-
ные соединения включали аминокислоты, амиды,
амины, органические кислоты, сахара, жирные
кислоты (табл. 3). Разделение вдоль оси ГК 1, ко-
торая объясняла 95% дисперсии (табл. 1), сово-
купности метаболитов вертикально растущих и
гравистимулированных проростков (рис. 2а) со-
хранялось и в условиях обработки АВГ, но было
менее выраженным (рис. 2г, табл. 1). Однако на
рис. 2б, в видно, что на уровне целых проростков
обработка АВГ не влияла на метаболитный про-
филь специфическим образом как в условиях
вертикального роста, так и при гравистимуляции.
Под действием АВГ в целых проростках незначи-
тельно возрастал уровень аминокислот глицина,
пролина, серина, снижался уровень молочной и
γ-аминомасляной кислот (табл. 3). Мы предполо-
жили, что АВГ может локально влиять на мета-
болизм этилена и, предположительно, метабо-
литный профиль тканей корня, – в зоне роста в
кончике корня, где реализуется гравитропиче-
ская реакция.

Влияние гравистимуляции на метаболитные 
профили 2-мм кончиков корней

проростков арабидопсиса

Хорошо известно, что в корнях процессы ре-
цепции гравитационного стимула и развитие ро-
стового ответа приурочены к небольшому участ-
ку, включающему корневой чехлик, меристему и
зону растяжения [3, 7, 15]. Поэтому на следующем
этапе анализировали влияние гравистимуляции
на метаболитные профили только апикальной ча-
сти корней проростков арабидопсиса. В каждой
хроматограмме было аннотировано по 28 компо-
нентов, из которых 25 было идентифицировано,
включая аминокислоты, амиды, амины, органи-
ческие кислоты, сахара, спирты, фосфорную кис-
лоту (табл. 4).
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Таблица 2. Кратность увеличения среднего уровня соединений, вносивших наибольший вклад в различия между
метаболитными профилями гравистимулированных и вертикально растущих 7-дневных проростков A. thaliana,
обработанных салицилатом 10–5 М. Отрицательные значения: уменьшение концентрации метаболита. Уровень
значимости изменений показан звездочками: * 0.01 < р < 0.05; ** р < 0.01. См. рис. 1а–в

Наименование
соединения

А
Гравистимуляция/
вертикальный рост

Б
Вертикальный рост + 

+ салицилат/
вертикальный рост

В
Гравистимуляция + 

+ салицилат/
гравистимуляция

Аминокислоты

γ-Аминомасляная кислота −0.58* −2.08 −1.11*

α-Аланин 0.78** −1.55 −0.37*

Аргинин −0.41** −1.87 0.98*

Аспарагиновая кислота −1.31** −1.34* −1.67**

Валин −0.38** −1.14* −0.95**

Глицин −0.67** −1.25* −0.14**

Глутаминовая кислота −0.66** −1.57* −2.87*

Лейцин −0.22** −0.56** 0.40*

Оксопролин −2.95 −1.98 0.89**

Пролин −0.67** −0.34** 0.49**

Серин 0.24** −0.68** −1.40*

Треонин −0.74** −1.31* −1.15**

Амиды

Аспарагин −1.15* −0.66* −2.35

Глутамин 0.11** −0.78** −3.13

Мочевина 1.39** −1.48* −0.48*

Орнитин −0.87* −1.04* −0.38

Амины

Этаноламин 1.11 −0.08** −2.33

Органические кислоты

Глицериновая кислота 0.70 −1.76 −0.56

Молочная кислота −0.91** −1.69* 0.36**

Треоновая кислота −2.42* −1.44* 0.11

Яблочная кислота −0.26** −0.36** 0.20**

Янтарная кислота −2.67 −2.61 0.28**

Сахара

Галактоза −1.84** −0.90* 0.60

Глюкоза −0.99* −1.02* −0.07**

Манноза 1.11 −0.73** 2.03

Сорбоза 0.46** −2.16 −0.51*

Стахиоза 1.26 −2.96 1.06

Фруктоза −1.76* −1.35* −0.50**
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Спирты

Глицерол −0.58** −0.20** 1.79*

Инозитол −1.33** −1.23 −0.06**

Жирные кислоты

Олеиновая кислота −1.45* −2.01 −1.29*

Линолевая кислота 0.62** −2.01 0.06**

Пальмитиновая кислота −0.71** −0.06** 2.60

Стеариновая кислота −7.21 −1.60** 6.16

Неорганические кислоты

Фосфорная кислота −0.95** −1.19* −0.21**

Прочие соединения

метилфосфат −0.46** −0.16** 3.18

Неидентифицированные соединения

RI = 1016.3 −0.71** −1.26* 0.49*

RI = 1038.8 −0.03** 0.19** 1.89

RI = 1229 −0.87** −1.03* 0.59*

RI = 1475 −1.90* −2.22 −0.99*

RI = 1582 −0.58** −0.10** −0.22**

RI = 1731 −0.18** −0.39** 2.39

RI = 1732.3 0.78 −0.24** −0.68*

RI = 1801 −0.54** −1.04* 0.01**

RI = 1975 −1.33 −4.36 −1.79*

RI = 2344.1 0.03** 0.85 −0.66**

RI = 2409.7 −0.95** −0.90** 1.34**

RI = 2439 −2.76 −2.32 1.73

RI = 2979 0.27** −2.53 −2.40*

RI = 986.2 −0.83** −1.04* 0.97**

RI = 994.9 −0.59* 0.71** 0.54*

Наименование
соединения

А
Гравистимуляция/
вертикальный рост

Б
Вертикальный рост + 

+ салицилат/
вертикальный рост

В
Гравистимуляция + 

+ салицилат/
гравистимуляция

Таблица 2. Окончание

Гравистимуляция приводила к разделению ме-
таболитных профилей кончиков вертикально ори-
ентированных и гравистимулированных растений
вдоль оси ГК 1 (рис. 3 а). При этом происходило
увеличение более чем в 1,5 раза содержания ами-
нокислот (валина, лейцина, серина, γ-аминомас-

ляной кислоты), никотиновой кислоты и сниже-
ние содержания ряда гексоз, малата и оксалата
(табл. 4 А). Следует отметить, что в кончике корня
изменение метаболитного профиля при грави-
стимуляции (рис. 3 а) было более выраженным
(87% дисперсии (табл. 1)), чем в целых проростках
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Таблица 3. Кратность увеличения среднего уровня соединений, вносивших наибольший вклад в различия между
метаболитными профилями гравистимулированных и вертикально растущих 7-дневных проростков A. thaliana,
обработанных аминоэтоксивинилглицином (АВГ) 10–5 М. Отрицательные значения: уменьшение концентрации
метаболита. Уровень значимости изменений показан звездочками: * 0.01 < р < 0.05; ** р < 0.01. См. рис. 2а–в

Наименование соединения
А

Гравистимуляция/ 
вертикальный рост

Б
Вертикальный рост +
+ АВГ/вертикальный 

рост

В
Гравистимуляция + 

АВГ/гравистимуляция

Аминокислоты

γ-Аминомасляная кислота 1.39* −1.10* −1.23*

Глутаминовая кислота 0.25** 0.59** 0.46**

Глицин 1.44* 1.10** 0.70**

Оксопролин 0.56** 0.36** −0.18**

Пролин 1.10* 1.19* 0.62**

Серин 1.05* 2.02** 1.56*

Амиды

Аспарагин 0.19* 0.91** 1.04**

Глутамин 0.27* 0.66** 1.14**

Амины

Этаноламин 0.38* 1.53** 1.53**

Органические кислоты

Бензоат 0 0.21* 0

Молочная кислота −1.17 −1.16 0.46**

Эритроновая кислота 0.29** 0.22** 0.09**

Сахара

Глюкоза −0.23** 0.22** 0.28**

Манноза −0.74** 0.36** 0.17**

Фруктоза −1.04* 0.32* 0.33**

Спирты

Глицерол −0.11** 0.25** −0.02**

Инозитол 0.11** 0.29** 0.19**

Жирные кислоты

Олеиновая кислота 0.21** 0.10** 0.61*

Пальмитиновая кислота 0.29** 0.13** 4.03

Монозамещенный глицериновый эфир 
стеариновой кислоты 0.13** 0.10** 0.66**

Монозамещенный глицериновый эфир 
пальмитиновой кислоты 0.19** 0.12** 0.16**

Неорганические кислоты

Фосфорная кислота 0.42** 0.03** −0.15**

Прочие соединения

Метилфосфат 0.01** −0.82** −0.33**
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Таблица 4. Кратность увеличения среднего уровня соединений, вносивших наибольший вклад в различия между
метаболитными профилями 2-мм апикальных отрезков корней гравистимулированных и вертикально растущих
7-дневных проростков A. thaliana, обработанных аминоэтоксивинилглицином (АВГ) 10–5 М. Отрицательные
значения: уменьшение концентрации метаболита. Уровень значимости изменений показан звездочками: * 0.01 <
< р < 0.05; ** р < 0.01. См. рис. 3А, Б, В

Наименование
соединения

А
Гравистимуляция/ 
вертикальный рост

Б
Вертикальный рост + АВГ/ 

вертикальный рост

В
Гравистимуляция + АВГ/ 

гравистимуляция

Аминокислоты

γ-Аминомасляная кислота 1.09** 1.58* 0.82**
α-Аланин −0.33** 0.80** 0.39*
Валин 1.29* 0.59** −0.71*
Глицин −0.88** 0.58** 1.03*
Лейцин 1.07* 0.21** 0.21**
Оксопролин 0.22** 1.29** 1.01*
Серин 0.62* 1.16** −0.35**

Амиды

Глутамин 0.18** 0.81** 0.54*
Мочевина −0.61** 1.32** 1.56*

Амины

Этаноламин −1.36* 0.18** −0.56**
Органические кислоты

Глицериновая кислота −1.00** 0.97** 1.21*
Молочная кислота −0.20** 0.96** 1.56*
Никотиновая кислота 0.78** −0.26** 0.06*
Оксалат −1.85* 0.39** 1.69*
Пировиноградная кислота −0.01** 0.57** 0.43**
Яблочная кислота −0.55** 0.84** −0.16**

Сахара

Арабиноза −0.79** 0.43** 0.79*
Глюкоза −1.07* 0.28** 0.91*
Манноза −0.93** 0.38** 0.98*
Рамноза 1.44 3.10 1.50*
Фруктоза −0.92** 0.45** 1.08*

Спирты

Глицерол −0.40** 1.06** 1.04**
Инозитол −0.93* 0.38** 1.04**

Жирные кислоты

Пальмитиновая кислота −0.35** 0.55** 0.55**
Неорганические кислоты

Фосфорная кислота −0.42** 0.20** −0.85**
Неидентифицированные соединения

RI = 996.1 0.18** 0.64** 0.14**
RI = 1130.5 −0.50** 0.15** 0.66**
RI = 1801 0.05** 1.12** 1.38*
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Рис. 3. Влияние аминоэтоксивинилглицина (АВГ) 10–5 М на метаболитные профили 2 мм отрезков корней вертикаль-
но растущих и гравистимулированных 7-дневных проростков Arabidopsis thaliana. На плоскости в координатах первой
и второй главных компонент (ГК1 и ГК2) показано распределение экспериментальных точек, соответствующих мета-
болитному профилю в каждой повторности. Вертикально растущие и гравистимулированные путем поворота на 90° в
вертикальной плоскости проростки A. thaliana находились в буфере Tris/Mes (2 мМ/4 мМ, рН 6.0; контроль) либо в том
же буфере + АВГ 10–5 М. (а) – сравнение метаболитных профилей контрольных вертикально растущих и гравистиму-
лированных 2 мм отрезков корней; (б) – влияние обработки АВГ на метаболитные профили 2 мм отрезков корней вер-
тикально растущих растений; (в) – влияние обработки АВГ на метаболитные профили 2 мм отрезков корней грави-
стимулированных растений; (г) – сравнение метаболитных профилей 2 мм отрезков корней вертикально растущих и
гравистимулированных растений в условиях обработки АВГ. Каждая модель построена на основании анализа концен-
траций 28 метаболитов. Процент объясненной дисперсии приведен в таблице 2. s – вертикальный рост; d – грависти-
муляция; h – вертикальный рост + АВГ; j – гравистимуляция + АВГ.
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арабидопсиса (в последнем случае ГК1 объясняла
76% дисперсии (табл. 1)).

Влияние аминоэтоксивинилглицина (АВГ)
на биохимические изменения в апикальной части 
корней вертикальных и гравистимулированных 

проростков арабидопсиса

На рис. 3 показано влияние АВГ на метаболит-
ные профили кончиков корней вертикально ори-
ентированных и гравистимулированных корней
арабидописа. Хорошо видно, что при обработке
АВГ вертикально ориентированных растений
разделение совокупностей метаболитных профи-
лей в кончиках корней не происходило (рис. 3б).
Положение точек относительно осей главных
компонент при этом определялось индивидуаль-
ными различиями в рамках выборки.

Иную картину наблюдали в условиях грави-
стимуляции. Обработка АВГ приводила к разде-
лению метаболитных профилей кончиков грави-
стимулированных корней вдоль оси ГК 1 с 95%
объясненной дисперсии (рис. 3в). Под действием
АВГ в кончиках корней возрастала концентрация
ряда моносахаридов, снижалось содержание вали-
на, фосфорной кислоты и этаноламина (табл. 4В).
Обработка АВГ препятствовала разделению мета-
болитных профилей кончиков гравистимулиро-
ванных корней. На рис. 3 г видно, что проекции
точек, соответствующих вертикальному росту, на
ось ГК1 находятся в той же области, что и проек-
ции точек при гравистимуляции. Следовательно,
разделение вдоль ГК1 в данном случае было свя-
зано главным образом с индивидуальными разли-
чиями между растениями.

ОБСУЖДЕНИЕ
Механизм(ы) гравитропической реакции рас-

тений изучают уже более 100 лет, и за это время
накопился большой арсенал методических прие-
мов, позволяющий эффективно анализировать
процессы, происходящие в ходе гравитропизма
[4, 8, 16–18]. В последнее время в гравитационной
биологии растений все чаще стали привлекать
возможности системной биологии, которая ис-
пользует такие омиковые технологии, как тран-
скриптомика [19], протеомика [20] и метаболо-
мика [7].

Особенности метаболомики, отличающие ее
от других “пост-геномных” технологий, заключа-
ются в том, что анализ метаболома (в отличие от
транскриптома и протеома) позволяет получить
более адекватную функциональную характери-
стику организма. Метаболом (как фенотипиче-
ское проявление реализуемой генетической ин-

формации) отражает все изменения, которые
происходят в организме в ответ на внутренние и
внешние факторы. В основе метаболомики ле-
жит анализ метаболитных профилей (metabolite
profiling) или метаболических “отпечатков паль-
цев” (metabolic fingerprinting) [11]. В нашей работе
использовалось метаболитное профилирование
проростков арабидопсиса при гравистимуляции.

В ходе гравитропической реакции выделяют
четыре последовательных этапа: рецепцию гра-
витационного стимула, ранние события в транс-
дукции гравитационного сигнала, асимметрич-
ное перераспределение ауксина и ростовой ответ,
приводящий к формированию гравитропическо-
го изгиба. В корнях все эти процессы, как уже
упоминалось выше, локализованы в корневом
чехлике, меристеме и зоне растяжения [3, 8, 16].
В работе Millar и Kiss [7], единственной доступ-
ной к настоящему времени, в которой метабо-
ломный подход был применен к изучению гра-
витропизма арабидопсиса, изучали влияние гра-
вистимуляции в течение 24 ч на метаболом целых
проростков арабидопсиса. Однако известно, что
изменения гормонального статуса и экспрессии
ряда генов в ответ на гравистимуляцию происхо-
дят в более короткие промежутки времени [17,
18]. В наших опытах было показано, что грави-
стимуляция инициировала биохимические пере-
стройки в растениях арабидопсиса после 60 мин
воздействия (рис. 1а). В гравистимулированных
проростках, в частности, возрастала концентра-
ция таких сахаров, как манноза и стахиоза, но
снижалось содержание некоторых жирных кис-
лот (табл. 2А). На следующем этапе работы мы
анализировали влияние гравистимуляции на ме-
таболитные профили 2-мм кончиков корней, ко-
торые включали указанные выше зоны корня.
Установлено, что после 60 мин гравистимуляции
проростков A. thaliana в отрезках апикальных ча-
стей корней увеличивалось содержание сахаров,
входящих в состав полимеров клеточной стенки
– глюкозы, маннозы, арабинозы, а также фрукто-
зы (рис. 3а). Millar и Kiss также выявили, что под
воздействием гравистимуляции возрастает уро-
вень глюкозы и фруктозы, но снижается содержа-
ние сахарозы [7]. Полученные результаты они
объяснили возрастанием содержания ауксина,
который стимулировал накопление инвертазы,
расщепляющей сахарозу с образованием глюкозы
и фруктозы. Анализируя целые проростки араби-
допсиса, Millar и Kiss [7], выявили, что грависти-
муляция инициирует сдвиг уровней аланина, ас-
парагина, глутамина, глицина и изолейцина, тогда
как в нашей работе, выполненной на 2-мм отрез-
ках корней, было показано, что гравистимуляция
приводит к повышению содержания γ-аминомас-
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ляной кислоты, серина, лейцина, валина. Таким
образом, гравистимуляция уже через 60 мин ини-
циирует изменения метаболитных профилей
проростков арабидопсиса, что особенно было за-
метно в апикальной части корня. В наибольшей
степени изменялся уровень моносахаридов и
аминокислот. Интересно отметить, что в наших
экспериментах, так же как и в работе Millar и Kiss
[7], наблюдалось изменение содержания жирных
кислот (стеариновой и пальмитиновой), что мог-
ло быть связано с сигнальной функцией этих со-
единений [21].

Как разновидность механического стресса
[17], гравистимуляция стимулирует синтез этиле-
на или его предшественника АЦК [22]. Установ-
лено, что обработка АЦК арабидопсиса стимули-
рует развитие корневых волосков, утолщение
главного корня, быстро и обратимо подавляет
рост клеток корня растяжением [23]. Ингибиро-
вание роста является наиболее изученным эф-
фектом этилена на клетки корня [9], благодаря
которому он может способствовать усилению из-
гиба корня при отклонении растения от вектора
силы тяжести [24]. Наиболее распространенным
способом изучения влияния этилена на процессы
жизнедеятельности растений является примене-
ние ингибиторов его синтеза. В работе Leslie и
Romani, выполненной на культуре клеток груши
Pyrus communis, было показано, что салицилат в
концентрациях от 10–6 до 10–4 М эффективно ин-
гибирует синтез этилена [14]. Не исключено, что
физиологические эффекты, индуцируемые сали-
циловой кислотой, также могла проявлять бен-
зойная кислота или ее производные [25]. Однако
оказалось, что бензойная кислота и другие род-
ственные фенольные кислоты неэффективны в
качестве ингибиторов синтеза этилена. Ингиби-
рование синтеза этилена было свойственно толь-
ко салициловой кислоте и в небольшой степени
ее ацетил-производному [14]. Ингибирующее
действие салицилата было продемонстрировано
также на плодах яблони Malus domestica [26]. Са-
лицилат, по-видимому, ингибирует синтез этиле-
на за счет непосредственного воздействия на
АЦК-оксидазу [27]. На растениях маша Vigna ra-
diata показано, что изменения экспрессии гена,
кодирующего АЦК-оксидазу, в присутствии са-
лицилата не происходит. Ингибирование синтеза
этилена салицилатом, вероятно, происходит за
счет обратимого взаимодействия салициловой
кислоты с кофактором АЦК-оксидазы – ионом
Fe2+. Ранее нами было выявлено ингибирующее
влияние салициловой кислоты на формирование
гравитропического изгиба корней и колеоптилей
у проростков кукурузы [15], что указывает на не-

обходимость этилена в тканях для нормального
формирования гравитропического ответа.

Известно, что обработка салициловой кисло-
той в концентрации более 1 мM негативно сказы-
вается на прорастании семян, резко повышает
продукцию пероксида водорода, снижает содер-
жание хлорофилла и вызывает быстрое закрытие
устьиц у арабидопсиса [28]. Опираясь на данные
об ингибировании салицилатом синтеза этилена
в концентрации 10–6–10–4 М [14] и подавлении
гравитропической реакции в корневой системе
салициловой кислотой в концентрации 10–5 М
[15], в данной работе мы использовали салицилат
в концентрации 10–5 М. На рис. 1б хорошо видно,
что обработка салицилатом приводила к измене-
нию метаболитных профилей вертикально ори-
ентированных проростков арабидопсиса. Этот
эффект мог быть связан как с подавлением синте-
за этилена, так и с гормональной активностью са-
мого салицилата.

При гравистимуляции под влиянием салици-
ловой кислоты также происходило разделение со-
вокупности метаболитов вдоль оси ГК1 (рис. 1в),
что согласуется с полученными нами ранее ре-
зультатами о влиянии салициловой кислоты на
формирование гравитропического изгиба [15]. На
рис. 1г можно видеть, что метаболитные профили
гравистимулированных и вертикально ориенти-
рованных проростков в присутствии салицилата
различались меньше, чем без ингибитора, что
свидетельствовало о снижении эффекта грави-
стимуляции на метаболитные профили пророст-
ков под действием салициловой кислоты. С уче-
том имеющихся сведений о подавлении салици-
латом синтеза этилена [14, 26] можно сделать
вывод о том, что ингибирование синтеза этилена
салициловой кислотой подавляло также и биохи-
мические изменения, инициируемые грависти-
муляцией.

Нам известна только одна работа, в которой
прямо изучался вопрос влияния салициловой
кислоты на процессы, проходящие при развитии
гравитропической реакции [29]. В этой работе
было показано, что обработка салициловой кисло-
той (СК) замедляла рост корней и формирование
гравитропического изгиба. Ввиду этого обстоя-
тельства, в дальнейших экспериментах использо-
вали аиноэтоксивинилглицин (АВГ), который
специфично подавляет синтез предшественника
этилена 1-аминоциклопропан-1-карбоновой кис-
лоты (АЦК) из S-аденозилметионина ферментом
АЦК-синтазой [13]. Мы анализировали влияние
АВГ на состав метаболитов, экстрагированных из
целых растений и 2-мм отрезков апикальной ча-
сти корней вертикально ориентированных и гра-
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вистимулированных проростков арабидопсиса
(рис. 2, 3).

Обработка АВГ целых проростков показала
(рис. 2а, г), что, в отличие от обработки салицила-
том, подавлявшим разделение метаболитных
профилей при гравистимуляции (рис. 1а, г), АВГ
не оказывал значительного эффекта на метабо-
литный профиль в масштабе целого растения
(рис. 2б, в). Мы предположили, что действие АВГ
более специфично по сравнению с салицилатом и
локализовано в кончике корня, где может реали-
зоваться регуляторная функция этилена как
стрессового гормона. Чтобы проверить это пред-
положение, мы исследовали метаболитные про-
фили 2-мм кончиков корней арабидопсиса.

Обработка АВГ (рис. 3 б) вертикально ориенти-
рованных растений не вызывала заметных измене-
ний метаболитных профилей кончиков корней, в
отличие от салицилата, который такие изменения
инициировал (рис. 1б). При гравистимуляции АВГ
вызывал разделение метаболитных профилей кон-
чиков корней вдоль оси ГК1 (рис. 3в). Проекции
точек, соответствующих гравистимуляции при
обработке АВГ, на ось ГК1 находятся в той же об-
ласти, что и проекции точек вертикально ориен-
тированных растений (рис. 3г). Таким образом,
воздействие ингибитора синтеза этилена – АВГ –
снимало эффект гравистимуляции на метаболом
кончиков корней проростков арабидопсиса. Ве-
роятно, изменение метаболитного профиля вы-
звано ингибированием синтеза этилена и имеет
отношение к скорости роста (и развития гравит-
ропического изгиба), поскольку при обработке
АВГ у растений арабидопсиса резко возрастает
скорость роста корней как в вертикальном поло-
жении, так и при гравистимуляции [30].

Таким образом, под влиянием гравистимуля-
ции в проростках A. thaliana уже через 60 мин воз-
никали биохимические перестройки, изменяв-
шие метаболитные профили растений. Эти изме-
нения в 2-мм кончиках корней, включающих
корневой чехлик, меристему и зону растяжения,
были более значимыми по сравнению с измене-
ниями в масштабе целого растения. Данный эф-
фект снижался при обработке салицилатом и
практически полностью нивелировался АВГ. По-
лученные результаты указывают на участие фито-
гормона этилена в перестройках метаболома ара-
бидопсиса в ходе гравитропической реакции.

Работа выполнена за счет средств НИР СПбГУ
1.38.233.2014, 1.42.1282.2014 и гранта РФФИ № 17-
04-00862 с привлечением инструментальной базы
Ресурсного центра “Развитие клеточных и молеку-
лярных технологий” СПбГУ (проекты 109-72, 109-
244).
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